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審査の結果の要旨	
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	 本研究は死細胞に対する免疫応答を解析し、死細胞より放出される免疫抑制分子の同定、
免疫抑制作用を及ぼすメカニズム及び生体内における役割について検討を行った。これら
一連の解析により、下記の結果を得ている。	
1.  Lipopolysaccaride (LPS)で刺激したマクロファージに、凍結融解によってネクローシスを起
こした細胞の上清に加えたところ、TNF-α産⽣の顕著な抑制が⾒られた。このネクローシス
細胞上清に対し、⽣化学的解析及び質量分析を⾏い、TNF-α抑制分⼦としてエイコサノイド
である prostaglandin E2 (PGE2)を同定した。PGE2 はまた、代表的な細胞死である、パイロト
ーシスを起こしたマクロファージやアポトーシスを起こした癌細胞株といった種々の細胞
死の際にも放出されることが分かり、PGE2 は炎症抑制性の機能を持つ死細胞由来因⼦
(damage-associated molecular pattern, 以下 DAMP)であると考えられた。	
2.  PGE2 が⾃然免疫受容体による免疫細胞からの TNF-α mRNA、IFN-β mRNA 誘導を抑制す
るメカニズムについて検討を⾏った。PGE2 と LPS によってマクロファージを共刺激した際
に、タンパク合成阻害剤である cycloheximide (CHX)を加えると PGE2 による TNF-α mRNA、
IFN-β mRNA 抑制が⾒られなくなったことから TNF-α mRNA、IFN-β mRNA 誘導の抑制効果
には新規のタンパク合成が必要であるがわかった。これまでの報告とは異なり PGE2 は LPS
による TNF-α mRNA 誘導に重要な役割を果たす、NF-κB 経路の活性化には影響を与えなか
った。また、IFN-β mRNA の誘導に必須の役割を果たす IRF3 タンパクの検討を⾏ったとこ
ろ、LPS 刺激によって IRF3 の発現誘導が⾒られ、これが PGE2 により阻害されることが分
かった。新規のタンパク合成の必要性と合わせて考えると、PGE2 の IFN-β mRNA 誘導抑制
は IRF3 タンパクの発現誘導を阻害することによって起こっていると考えられた。	
3.  PGE2 が toll-like receptor 4 (TLR4)以外の⾃然免疫受容体の活性化を抑制するか否かについ
て検討を⾏った。TNF-αに関して、PGE2 は TLR および RIG-I や STING 経路など細胞質内
核酸認識受容体、両者のリガンドによる mRNA の誘導を阻害したが、IFN-βに関しては、TLR
リガンドによる mRNA の誘導を阻害するものの、細胞質内核酸認識受容体のリガンドによ
る mRNA の阻害は認められなかった。また、PGE2 は plasmacytoid dendritic cells (pDCs)での
TLR7 及び TLR9 刺激による IFN- β誘導をも抑制した。本結果は PGE2 による IFN-β mRNA
の制御において、TLR と細胞質内核酸受容体とで異なるメカニズムが存在する可能性を⽰
しており、PGE2 によるサイトカイン抑制メカニズムに新たな知⾒を提供するものであると
考えられる。 
4.  次に Cyclooxygenese (COX)阻害剤を投与して死細胞による PGE2 の放出を抑制したとこ
ろ、このネクローシス細胞上清は⾮投与細胞に⽐べてネクローシス細胞上清投与によるマク
ロファージでの TNF- α mRNA の誘導が増強されることを⾒いだした。この結果は、DAMPs
には”activating DAMP (aDAMP)”と “inhibitory DAMP(iDAMP) が共存し、双⽅によって炎症
応答が調節されていることを⽰唆している。この TNF- α mRNA の誘導がどのようなシグナ
ルによって担われているのかさらに解析を進めた。DAMPs は⾃然免疫受容体を活性化する
ことがこれまでの報告から⽰唆されている。そこで、TLRs のシグナル伝達に必須なアダプ
タ ー 分 ⼦ で あ る 、 Myeloid differentiation primary response 88 (MyD88) 及 び 、 TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon- β (TRIF)、また、細胞質内核酸認識受容体シグナルに必
須のアダプター分⼦である Interferon- β promoter stimulator-1 (IPS-1)及び Stimulator of IFN 
genes (STING)の遺伝⼦⽋損腹腔マクロファージに、COX 阻害剤処理したネクローシス細胞
上清をそれぞれ添加し、培養を⾏い、解析した。興味深いことに、この応答の増強は MyD88
⽋損マクロファージにおいて認められなくなったことから、iDAMP である PGE2 が、MyD88
経路を介して炎症反応を惹起するような aDAMPs の作⽤に拮抗するということを⽰してい
ると考えられる。	
5.  死細胞から放出される PGE2 が⽣理的にどのような役割を果たしているのかを明らかに
するため、⽣体内における PGE2 による免疫抑制の重要性について検討を⾏うことにした。
顕著なネクローシスの誘導を伴うアセトアミノフェン肝炎モデルにおいて、ネクローシスし
た肝細胞から種々の DAMP が放出され、TNF-αの産⽣を含む、炎症反応を惹起することが
知られている。このモデルにおいて、肝臓で PGE2 が COX-2 により産⽣されることが知ら
れている。COX-2 阻害剤を⽤いて PGE2 の作⽤を阻害すると⾎中 TNF- αの増加が認められ
たことから、ネクローシスの際に放出される PGE2 が DAMP による炎症反応の誘導に拮抗
していることが⽰唆された。	
6. また、がん組織において⼀部のがん細胞が低酸素環境などの要因によりネクローシスを引き
起こすことが知られている。従ってネクローシスを起こしたがん細胞が iDAMP である PGE2
を放出することで他のがん細胞の増殖を利するのではないか、との発想に⾄った。実際、低
酸素環境下で細胞死を誘導した細胞は PGE2 を産⽣することが判明した。⼤腸がん由来 SL4
細胞株を⽤いて CRISPR/Cas9 システムにより COX-2 遺伝⼦⽋損細胞株を作製し、マウス個
体における増殖について検討した結果、⽪下移植した COX-2 遺伝⼦⽋損の細胞株はいずれ
もコントロール細胞と⽐較して顕著にその増殖が低下することが判明した。また、COX-2 遺
伝⼦⽋損の細胞株の増殖低下は IFNAR1 遺伝⼦⽋損マウスに⽪下移植した際には⾒られな
かった。このことは、がんにおいて、壊死細胞由来分⼦による免疫応答の賦活化を iDAMP 
である PGE2 が抑制しており、がん細胞の増殖が促進されることを⽰唆している。	
 
 以上、本論⽂は PGE2 が死細胞より放出され iDAMP として免疫応答を負に調節するこ
と、DAMPs による炎症応答が aDAMP と iDAMP のバランスによって保たれていること、
また、死細胞より放出される PGE2 が炎症、がんといった病態に対する治療標的となりう
ることを⽰した。免疫抑制性の DAMPs の存在についてはこれまで殆ど検討されておら
ず、本論⽂は現在注⽬を浴びている DAMP と炎症・免疫応答の調節機構に新たな視点を与
えるものと考えられる。従って、学位の授与に値するものと考えられる。	
